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Resumen 
El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de niveles crecientes de matarratón (MAT,               
Gliricidia sepium​), pulpa de café (PC, ​Coffea arabica​), orujo de uva (OU, ​Vitis vinifera​) y semilla de                 
algodón (SA, ​Gossypium sp.​), en mezcla con forraje, sobre la degradación de la materia seca y la                 
producción de metano (CH​4​) a través de la técnica ​in vitro de producción de gases. Para la incubación                  
se utilizó heno de pasto Pangola (​Digitaria decumbens​) (HP) que se mezcló con 5, 15 y 25% de                  
recursos forrajeros o agroindustriales (porcentaje de la materia seca incubada). A las 18 y 30 horas de                 
incubación se determinó la degradación de la materia seca (DMS), de la fibra detergente neutra               
(DFDN), la producción de gas (P​gas​) y de metano (P​CH4​). La concentración de proteína aumentó y la de                  
carbohidratos estructurales disminuyó con la introducción de los recursos. Mayores niveles de            
inclusión (25 ​vs. 5%) de MAT y PC aumentaron la DMS. La DFDN aumentó con niveles crecientes                 
de MAT y SA, pero disminuyó con la introducción de OU. La P​gas y la P​CH4​/g FDN degradada (FDN​d​)                   
fue inferior para la mezcla incluyendo SA al 25%. La P​CH4 representó el 2.0-3.4% de la energía                 
incubada. De los sustratos evaluados, los efectos más positivos en las variables analizadas en el               
presente estudio (DMS, DFDN, P​CH4​) se asociaron con la introducción de SA y MAT en los mayores                 
niveles de inclusión (15 y 25%). El OU se muestra como el recurso con menor potencial                
antimetanogénico, consecuencia de su menor degradabilidad. 
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Anti-methanogenic potential of forage resources and 
agro-industrial by-products using in vitro gas production 
technique 
Abstract 
The aim of this study was to evaluate the effect of increasing levels of matarratón (MAT, Gliricidia                 
sepium), coffee pulp (CP, Coffea arabica), grape pomace (GP, Vitis vinifera) and cottonseed (CS,              
Gossypium sp.), mixed with forage, on dry matter degradation and methane (CH​4​) production using              
the in vitro gas production technique. Pangola hay (Digitaria decumbens) (PH) was mixed with 5, 15                
and 25% forage resources or agro-industrial by-products (percent of incubated dry matter). Dry matter              
 degradation (DMD), neutral detergent fiber degradation (NDFD), gas (P​gas​) and methane production            
(P​CH4​) was determined at 18 and 30 hours of incubation. Protein concentration increased and structural               
carbohydrates decreased with the introduction of these resources. Higher levels (25 vs. 5%) of MAT               
and CP increased DMD. The NDFD increased with increasing levels of MAT and CS, but decreased                
with GP inclusion. The P​gas and P​CH4​/g degraded NDF (NDF​d​) was lower for the 25% CS mixture. The                  
P​CH4 accounted for 2.0-3.4% of the incubated energy. The most positive effects on the variables               
analyzed (DMD, NDFD, P​CH4​) ​were associated with the highets inclusion of CS and MAT (15 and                
25%). The GP showed the lowest anti methanogenic potential, due to lower degradability. 
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Introducción 
Actualmente existe gran interés por disminuir la emisión de gases de efecto invernadero, entre ellos el                
metano (CH​4​), debido al impacto ambiental negativo y al desbalance energético que genera en los               
rumiantes (Ramírez et al 2014). De acuerdo con Johnson y Johnson (1995), la emisión de CH​4​,                
producto de la fermentación entérica, puede fluctuar entre 2 y 12% de la energía bruta consumida.                
Estrategias de alimentación tendientes a reducir la metanogénesis repercuten positivamente en la            
productividad animal y en la competitividad ambiental del sector ganadero. 
 
Las condiciones tropicales en que se encuentra Colombia le permiten disponer de recursos forrajeros y               
agroindustriales que pueden participar en programas de suplementación estratégica en la alimentación            
de rumiantes. Entre los recursos evaluados en este trabajo se tiene el matarratón (​Gliricidia sepium​),               
leguminosa con alto potencial productivo y contenido de proteína (Cuervo et al 2013); la pulpa de                
café (​Coffea arabica​), principal subproducto fibroso resultante del beneficio húmedo del grano de             
café (Molina et al 1990; Noriega et al 2008); orujo de uva (​Vitis vinifera​), subproducto caracterizado                
por el aporte de grasa y azúcares (Rondeau et al 2013) derivado de la fabricación del vino y semilla de                    
algodón (​Gossypium sp​.), fuente de energía y proteína (Grainger et al 2010) resultante del desmotado               
de la cosecha. 
 
Los metabolitos secundarios de las plantas tienen potencial para reducir la metanogénesis (Ortiz et al               
2014). El efecto de los taninos es atribuido a la reducción en la producción de iones hidrógeno (H​2​),                  
consecuencia de la menor digestibilidad de la fibra, y a la inhibición de bacterias metanogénicas y                
protozoos (Tavendale et al 2005; Cieslak et al 2012). En la literatura se reportan contenidos de taninos                 
de 2.23% para el matarratón (Juma et al 2006), entre 1.8 y 8.56% para la pulpa de café (Noriega et al                     
2008) y de 5.23% para el orujo de uva (Besharati y Taghizadeh 2009). La adición de aceites a la dieta                    
también representa un efectivo medio para reducir las emisiones de CH​4 en rumiantes, efecto              
explicado por la captación de iones H​2 (biohidrogenación de ácidos grasos insaturados), la             
disminución en el aporte de sustrato fermentable y, el incremento en la proporción de propionato a                
expensas de acetato o butirato (Ramírez et al 2014; Ramin y Huhtanen 2013). El orujo de uva, además                  
de su contenido de taninos, tiene una alta cantidad de grasa insaturada (84.5% de la grasa total, que                  
fluctúa entre 3-6%), características que pueden reducir las emisiones de CH​4 hasta en un 20% (Moate                
et al 2014). Finalmente, la semilla de algodón contiene alrededor de 12% de aceite y en trabajo                 
conducido por Grainger et al (2008) redujo las emisiones de CH​4​ un 12%. 
 
 Por otra parte, los taninos y las grasas pueden afectar negativamente la digestión de la dieta. Los                 
taninos se unen a proteínas y polisacáridos estructurales retrasando su tasa de digestión e interfiriendo               
con la actividad de las enzimas microbianas (McSweeney et al 2001). Las grasas, en nivel superior al                 
5% de la materia seca consumida, interfieren con la fermentación ruminal, si bien este efecto es                
variable dependiendo del contenido de fibra de la dieta (Bateman y Jenkins 1998). Con base en estos                 
conceptos, es patente la necesidad de evaluar el nivel óptimo de inclusión de recursos forrajeros y                
agroindustriales (conteniendo taninos y ácidos grasos insaturados) en la dieta de los rumiantes, que              
genere reducción de la metanogénesis sin causar efectos adversos sobre la digestibilidad de la materia               
seca. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de niveles crecientes de              
matarratón(​Gliricidia sepium​), pulpa de café (​Coffea arabica​), orujo de uva (​Vitis vinifera​) y semilla              
de algodón (​Gossypium sp.​), en mezcla con forraje, sobre la degradación de la materia secay la                
producción de CH​4​ a través de la técnica ​in vitro​ de producción de gases. 
 
Materiales y Métodos 
Localización 
El experimento se desarrolló en el Laboratorio de Investigación en Nutrición y Alimentación Animal              
(NUTRILAB), localizado en la Sede de Investigación Universitaria (SIU) de la Universidad de             
Antioquia, Medellín, Colombia. 
Sustratos incubados y tratamientos experimentales 
Se utilizó como sustrato base para la incubación, heno de pasto pangola (HP) (​Digitaria decumbens​),               
el cual se mezcló con niveles crecientes de matarratón (MAT) (​Gliricidia sepium​), pulpa de café (PC)                
(​Coffea arabica​), orujo de uva (OU) (​Vitis vinifera​) y semilla de algodón (SA) (​Gossypium sp.​). Estos                
alimentos representaron el 5, 15 y 25% del peso total incubado. En total se evaluaron 12 tratamientos                 
experimentales, resultantes de la combinación de los factores sustrato (cuatro recursos forrajeros o             
agroindustriales) y nivel de inclusión (tres niveles previamente descritos). 
 
Las muestras húmedas, correspondientes a MAT, PC y OU fueron presecadas en estufa de ventilación               
forzada (Dies, PJ Tech s.a.s., Colombia) a 65ºC por 48 horas. Todos los sustratos secos se molieron a                  
1 mm en molino estacionario Thomas-Wiley modelo 4 (Arthur H. Thomas Company, Philadelphia)             
para su análisis químico e incorporación en la técnica ​in vitro de producción de gas. El análisis                 
químico incluyó determinación de materia seca (MS), proteína bruta (PB), extracto etéreo (EE),             
cenizas (MI) (AOAC 2011), fibra detergente neutra (FDN) (Van Soest et al 1991), fibra detergente               
ácida (FDA) (Raffrenato y Van Amburgh 2011), lignina detergente ácida (LDA) (Van Soest 1963) y               
energía bruta (EB), cuantificada en bomba calorimétrica adiabática (IKA C5000, Rhys International,            
Ltd., United Kingdom). Los carbohidratos totales (CHO​t​) fueron obtenidos por la ecuación CHO​t​=             
100-(%PB+%EE+%MI), y los carbohidratos no estructurales (CNE) por la diferencia CHO​t​-FDN. Los            
taninos (TN), expresados como porcentaje de ácido tánico, fueron cuantificados en el OU, la PC y el                 
MAT de acuerdo con la metodología propuesta por Makkar (2003) (Tabla 1). 
 
  
 
Técnica in vitro de producción de gases 
Sustratos incubados e inóculo ruminal. 
Para la técnica de producción de gases se siguió la metodología descrita por Posada et al (2014), con                  
la inclusión de bolsas conteniendo el sustrato como única variante. Para ello, en los frascos de vidrio                 
con capacidad de 100 ml, se dispuso una bolsa elaborada en TNT (tejido no tejido: fibra de origen                  
sintético) de 4x4 cm, que a su vez contenía 0.5 g de sustrato, de acuerdo con la participación                  
porcentual de los alimentos en cada uno de los tratamientos. Las bolsas fueron herméticamente              
selladas al calor para evitar la salida del sustrato durante la incubación. Bolsas blanco que no                
contenían sustrato también se incubaron para corregir por la MS residual adherida a ellas, producto de                
su contacto con el inóculo. 
 
El líquido ruminal bovino se obtuvo de tres vacas Holstein ubicadas en la Hacienda La Montaña,                
propiedad de la Universidad de Antioquia. Diez (10) días antes de la extracción del inóculo, los                
animales fueron alimentados con HP. El inóculo se colectó manualmente y se transportó hasta el               
laboratorio en garrafas térmicas previamente acondicionadas con agua a 40º C. 
 
Producción de gas y de metano, degradación in vitro y perfil de fermentación. 
La producción total de gas (P​gas​) fue medida a través de un transductor de presión (Ashcroft 2089QG -                  
Precision Digital Test Gauges, USA) a las 18 y 30 h de incubación. El valor obtenido en unidades de                   
presión (psi) fue transformado a volumen (ml) mediante el empleo de la ecuación Y =               
-0.1833+5.2098X+0.0598X​2 (Posada et al 2006). El gas generado en los intervalos 0-18 horas y 18-30               
horas se almacenó en bolsas plásticas con sellado hermético para su posterior análisis de CH​4 por                
cromatografía gaseosa. Los procedimientos relacionados con la colecta de gas, el análisis            
cromatográfico y el procesamiento de los resultados fueron descritos por Posada et al (2014). La               
producción de CH​4 (P​CH4​, ml) fue calculada a partir del volumen total de gas (ml) y la concentración                  
de CH​4​ en cada uno de los intervalos evaluados.  
 Para determinar la degradación de la MS (DMS), los bolsas se substrajeron de los frascos de                
incubación en los mismos horarios en que se registró la producción de gas, se secaron a 65ºC por 48                   
horas en estufa de ventilación forzada (DiEs, PJ Tech s.a.s., Colombia) y posteriormente se pesaron en                
balanza analítica (Precisa Gravimetrics AG, Switzerland). La MS degradada (MS​d​) se calculó por             
diferencia entre la MS incubada (MS​i​) y la MS residual, previa substracción del peso de la bolsa TNT                  
seca y limpia y de la MS resultante del contacto con el inóculo en las bolsas blanco. Los resultados se                    
expresaron en mg MS​d​/g MS​i​. En la MS residual se determinó el porcentaje de FDN y la degradación                  
de este nutriente (DFDN) se obtuvo por diferencia entre la FDN incubada (FDN​i​) y la FDN residual.                 
Los resultados se expresaron en mg FDN degradada (FDN​d​)/g FDN​i​. La energía digestibleincubada             
(ED​i​) se obtuvo del producto entre la energía bruta incubada (EB​i​) y la DMS. La producción de gas y                   
de CH​4 fue expresada por gramo de MS​d y FDN​d​. La producción de CH​4 también fue expresada como                  
porcentaje de la EB​i y la ED​i​, asignando al CH​4 un valor calórico de 9.45 kcal/L (Nkrumah et al                   
2006).  
 
Para la determinación de ácidos grasos volátiles (AGV’s), el líquido ruminal de cada frasco de               
incubación fue acidificado (con ácido sulfúrico 98% v/v hasta alcanzar un pH próximo a 2),               
centrifugado e inyectado en un cromatógrafo de gases (Thermo Trace GC Ultra, Thermo Scientific,              
USA). Las condiciones cromatográficas fueron descritas por Ramírez et al (2015). La concentración             
de AGV’s (mmol/L) fue calculada a partir de la concentración (ppm) determinada por cromatografía y               
asumiendo una masa molar de 60.05, 74.08 y 88.11 g/mol para el ácido acético, propiónico y butírico,                 
respectivamente. Este valor se extrapoló a un volumen de 50 ml (volumen incubado) y se relacionó                
con la MS​d​, para obtener la producción de AGV/g MS​d​. 
 
Análisis estadístico 
Se realizó un análisis de medidas repetidas en el tiempo con arreglo factorial 4x3, empleando el                
procedimiento PROC MIXED de SAS (SAS 2015). Los efectos fijos correspondieron al sustrato (α​i​),              
el nivel de inclusión (ß​j​) y el tiempo (τ​k​); el inóculo fue considerado el efecto aleatorio (γ​ijl​). El modelo                   
general fue Y​ijkl = μ + α​i + ß​i + τ​k + (αß)​ij ​+(ατ)​ik ​+ (ßτ)​jk ​+ (αßτ)​ijk ​+ γ​ijl ​+ e​ijkl​. La prueba Tukey se                          
empleó para realizar la comparación de medias, empleando un nivel de significancia del 5%. 
 
Resultados 
En la Tabla 2 se muestra la composición química de las diferentes mezclas HP (Digitaria               
decumbens)/recurso forrajero o agroindustrial. Al interior de cada recurso, mayores niveles de            
inclusión se asociaron con aumento del porcentaje de PB y de TN y, reducción del contenido de FDN                  
y, en menor medida, de la FDA. El EE aumentó con niveles crecientes de OU y especialmente de SA.                   
La composición química de la mezcla con diversos recursos a un mismo nivel de inclusión se hace                 
más variable con reducción en la participación del HP. 
 
  
SA= Semilla de algodón (Gossypium sp.); MAT= Matarratón (Gliricidia sepium); OU= Orujo de uva (Vitis               
vinifera); PC= Pulpa de café (Coffea arabica). NI = Nivel de inclusión, como porcentaje del peso incubado.  
#​Valores expresados en base seca 
PB= Proteína bruta; MI= Cenizas; EE= Extracto etéreo; FDN= Fibra detergente neutra; FDA= Fibra              
detergente acida; LDA= Lignina detergente ácida; CHO​t ​= Carbohidratos totales; CNE= Carbohidratos no            
estructurales (%); EB= Energía bruta (Mcal/kg); TN= Taninos (% de ácido tánico) 
 
En la Tabla 3 se presenta la DMS y la DFDN de los tratamientos experimentales. A las 18 y 30 horas                     
de incubación, la mezcla con 5% de inclusión de MAT y PC presentó menor DMS respecto a su                  
introducción al 25% (p<0.05). La comparación de los recursos al mismo nivel de inclusión también               
permitió evidenciar diferencias en la DMS, en todos los casos con el OU registrando los menores                
valores (p<0.05). La variable DFDN sólo fue significativa (p<0.05) entre diferentes niveles de OU,              
SA, y MAT. Para la SA y el MAT, la DFDN estuvo directamente relacionada con el nivel de                  
inclusión, caso contrario con el OU, donde la mayor participación del recurso redujo la DFDN.               
Comparando los diversos recursos a un mismo nivel de inclusión, se observó mayor DFDN para la SA                 
y menor para el OU y PC (p<0.05). 
 
 
a, b, c Medias sin letra común en la columna indican diferencia estadística (p<0.05) dentro del mismo sustrato                  
a diferentes niveles de inclusión 
 A, B, C Medias sin letra común en la columna indican diferencia estadística (p<0.05) entre sustratos al mismo                  
nivel de inclusión  
SA= Semilla de algodón (Gossypium sp.); MAT= Matarratón (Gliricidia sepium); OU= Orujo de uva (Vitis               
vinifera); PC= Pulpa de café (Coffea arabica).  
# = Nivel de inclusión, como porcentaje del peso incubado. 
 
En las Tablas 4 y 5 se muestra la P​gas y la P​CH4 expresadas con base en la MS​d y la FDN​d​. A las 18 h de                           
incubación, solamente se registró diferencia estadística (p<0.05) en la P​gas​, expresada con base en la               
FDN​d​, para los mezclas incluyendo OU y PC. Los valores correspondientes al 25% de inclusión               
fueron superiores al 5%. En el mismo horario, la P​CH4​, expresada con base en la FDN​d​, fue superior                  
para la mezcla incluyendo OU al 25%. Comparando los diferentes recursos a un mismo nivel de                
inclusión, la P​gas y la P​CH4 por gramo de FDN​d fue superior para el OU, la PC y el MAT al 25% de                       
inclusión respecto el valor obtenido para la SA (p<0.05). 
 
 
a, b Medias sin letra común en la columna indican diferencia estadística (p<0.05) dentro del mismo sustrato a                  
diferentes niveles de inclusión  
A, B Medias sin letra común en la columna indican diferencia estadística (p<0.05) entre sustratos al mismo                 
nivel de inclusión  
SA= Semilla de algodón (Gossypium sp.); MAT= Matarratón (Gliricidia sepium); OU= Orujo de uva (Vitis               
vinifera); PC= Pulpa de café (Coffea arabica).  
# Nivel de inclusión, como porcentaje del peso incubado 
 
  
a, b Medias sin letra común en la columna indican diferencia estadística (p<0.05) dentro del mismo sustrato a                  
diferentes niveles de inclusión  
A, B Medias sin letra común en la columna indican diferencia estadística (p<0.05) entre sustratos al mismo                 
nivel de inclusión  
SA= Semilla de algodón (Gossypium sp.); MAT= Matarratón (Gliricidia sepium); OU= Orujo de uva (Vitis               
vinifera); PC= Pulpa de café (Coffea arabica).  
# Nivel de inclusión, como porcentaje del peso incubado. 
 
Cuando la P​CH4 se expresó como porcentaje de la energía incubada (Tabla 6), sólo se obtuvo                
diferencias al comparar los diferentes recursos a un mismo nivel de inclusión. Al 15 y 25% de                 
inclusión, la EB perdida en forma de CH​4 fue superior para MAT ​vs. OU (p<0.05). La SA al 25%                   
también registró un menor valor respecto MAT (p<0.05). 
 
Las diferencias en AGV’s (Tabla 7) al interior de un mismo sustrato sólo se registraron para                
el acetato y el propionato (p<0.05), con una tendencia a disminuir, aunque no muy bien               
definida. Al comparar los diferentes recursos a un mismo nivel de inclusión, la producción de               
acetato y propionato fue inferior al 5% de OU (p<0.05). Diferencias en la relación              
acetato/propionato sólo se registraron entre OU y PC al 15% (p<0.05) a las 18 h de                
incubación. 
 
  
a, b Medias sin letra común en la columna indican diferencia estadística (p<0.05) dentro del mismo sustrato a                  
diferentes niveles de inclusión  
A, B Medias sin letra común en la columna indican diferencia estadística (p<0.05) entre sustratos al mismo                 
nivel de inclusión  
SA= Semilla de algodón (Gossypium sp.); MAT= Matarratón (Gliricidia sepium); OU= Orujo de uva (Vitis               
vinifera); PC= Pulpa de café (Coffea arabica).  
# Nivel de inclusión, como porcentaje del peso incubado. 
 
 
a, b Medias sin letra común en la columna indican diferencia estadística (p<0.05) dentro del mismo sustrato a                  
diferentes niveles de inclusión  
 A, B Medias sin letra común en la columna indican diferencia estadística (p<0.05) entre sustratos al mismo                 
nivel de inclusión  
SA= Semilla de algodón (Gossypium sp.); MAT= Matarratón (Gliricidia sepium); OU= Orujo de uva (Vitis               
vinifera); PC= Pulpa de café (Coffea arabica).  
# Nivel de inclusión, como porcentaje del peso incubado. 
 
Discusión 
Degradación de la materia seca y la fibra detergente neutra 
La composición química del HP utilizado en el presente estudio (Tabla 1) fluctuó dentro de los                
valores reportados en otros estudios (Suksathit et al 2011; Tikam et al 2013). Sin embargo, el                
contenido de PB se encontró dentro de los valores más bajos, lo que puede deberse a la madurez de                   
dicho sustrato (Archimède et al 2000). En la Tabla 2 se evidencia cambio en la concentración de                 
nutrientes a medida que se incrementa el nivel de inclusión de recursos como MAT, SA, PC y OU,                  
características que influyeron sobre la DMS y la DFDN por el efecto asociativo de las mezclas. En                 
términos generales, aumentos en el nivel de inclusión de recursos forrajeros o agroindustriales             
incrementaron la concentración de PB, en especial para la mezclas con MAT y SA y, redujeron el                 
contenido de FDN y FDA, principalmente en las mezclas con MAT y PC. Esta modificación en la                 
densidad nutricional explica los mayores valores de DMS y DFDN con aumentos en el nivel de                
inclusión (Tabla 3). El incremento en la concentración de PB promueve el crecimiento de las bacterias                
celulolíticas y la tasa de digestión de la fracción fibrosa (Knorr et al 2005; Oliveira et al 2004). Los                   
rumiantes tienen una exigencia mínima de 7% de PB en la dieta para promover una adecuada                
actividad fermentativa de los microorganismos ruminales (Minson 1990). La reducción en los            
constituyentes estructurales se suma a este efecto, toda vez que la FDN y la FDA se correlacionan                 
negativamente con la digestibilidad (Barahona y Sánchez 2005). 
 
El efecto asociativo positivo de las mezclas no fue observado con el OU, toda vez que la inclusión de                   
este material afectó negativamente la DFDN (Tabla 3). A diferencia de las restantes mezclas, niveles               
crecientes de OU no se acompañaron de reducción en el contenido de FDA (Tabla 2). La                
concentración de FDA se relaciona negativamente con la digestibilidad y su efecto es más marcado               
respecto la FDN. Esto fue evidenciado en el trabajo de Jančík et al (2008), donde la DFDN se                  
correlacionó más negativamente con la concentración de FDA que de FDN, -0.77 y -0.68,              
respectivamente. Otra plausible explicación hace referencia al contenido de TN en el OU (Tabla 1).               
Este metabolito secundario es capaz de ejercer un efecto inhibitorio sobre las poblaciones de bacterias,               
protozoos y hongos responsables de la actividad fibrolítica (Bodas et al 2012; Wang et al 2012). Los                 
TN se unen a las proteínas y polisacáridos estructurales, interfiriendo con la actividad de las enzimas                
microbianas y, con ello, retrasando la tasa de digestión (McSweeney et al 2001). La inclusión de PC, a                  
diferencia del OU, no generó diferencias estadísticamente significativas en la DFDN, pero sí una              
tendencia numérica a la disminución (Tabla 3). Este efecto también se explica por su contenido de TN                 
(Tabla 1). 
 
En general, se observa una DMS muy baja para todas las mezclas evaluadas (Tabla 3). Esto puede ser                  
explicado por la incubación de los sustratos en las bolsas sintéticas. En este mismo trabajo, para                
probar el efecto de la bolsa, se evaluó la DMS del HP, incubado dentro de ella o directamente en el                    
frasco de vidrio. A las 30 horas de incubación, la DMS promedio del HP incubado en la bolsa fue                   
18.9%, en tanto que el sustrato en contacto directo con el inóculo ruminal registró un valor medio de                  
 26.3%. Si bien, la DMS aumenta, evidenciando un efecto de la bolsa, su valor continúa siendo bajo.                 
Por esta razón, la baja DMS del presente trabajo es mejor explicada por la incubación de mezclas con                  
alto contenido de FDN (entre 61.5 y 69.3%) y FDA (entre 37.7 y 41.9%) (Tabla 2), más que por el                    
efecto de interferencia de la bolsa. 
 
Las diferencias en la DMS y DFDN entre recursos forrajeros o agroindustriales a un mismo nivel de                 
inclusión (Tabla 3) también se basan en su composición química. A las 18 y 30 horas, los mayores                  
niveles de inclusión de OU registraron menor DMS en relación con las mezclas con MAT, que fueron                 
las que más modificaron el perfil nutricional, en términos de aumento de PB y reducción de FDN                 
(Tabla 2). La Gliricidia sepium es catalogada como una planta con bajo contenido de taninos y alto                 
contenido de proteína (Apori et al 1998), características que favorecieron la DMS en este estudio. Con                
respecto a la DFDN, se destaca la superioridad para las mezclas con SA y en menor medida con                  
MAT, en tanto que la participación de OU y PC al 15 y 25% originaron un efecto deletéreo (Tabla 3).                    
Considerando que la participación porcentual del HP es la misma en todas las mezclas, las diferencias                
en la DFDN obedecen a diferencias en la cantidad y calidad de la FDN de los otros recursos                  
incubados. La SA se caracteriza por presentar un alto contenido de FDN, entre 39.0 y 52.0%                
(Bertrand et al 2005), rango dentro del cual se encuentra el valor del ingrediente para el presente                 
estudio (Tabla 1). Toda vez que el contenido de FDN de los restantes recursos es próximo (OU) o                  
inferior (PC, MAT) al registrado por la SA, la superioridad en la DFDN para la mezcla incluyendo SA                  
puede estar explicada por la presencia de línter (fibras cortas de algodón que permanecen adheridas a                
la semilla después de retirar las fibras largas) en este ingrediente, el cual corresponde a celulosa                
altamente degradable en rumen. En el caso del MAT, PC y OU, la mayor presencia de lignina en la                   
pared celular puede explicar la menor DFDN. La literatura reporta contenidos de lignina del 10% para                
la SA (Bertrand et al 2005), entre 11.8 y 15.4% para MAT (Castillo y Villarreal 2002), 12.3% para la                   
PC (Salinas et al 2014) y entre 20.2 y 26.7% para el OU (Baumgartel et al 2007), próximos a los                    
registrados en este trabajo. Al superior contenido de lignina se suma la presencia de TN en la PC y el                    
OU, con los efectos negativos sobre la digestibilidad, previamente discutidos. La PC adicionalmente             
contiene cafeína, compuesto que ejerce un efecto tóxico sobre las bacterias. Mazzafera (2002) afirma              
que una concentración del 0.1% inhibe de manera reversible la síntesis de proteínas en bacterias, lo                
cual podría afectar la degradabilidad. 
 
Los datos de degradabilidad aquí reportados deben ser interpretados con precaución, toda vez que una               
característica de los estudios in vitro es que los materiales en evaluación se encuentran molidos, lo                
cual aumenta la digestibilidad respecto a las condiciones en que son consumidos por el animal. Los                
resultados de Bertrand et al (2005) reflejan esta situación. Trabajando en condiciones in vitro, los               
autores reportaron para la SA molida una DMS entre 56.1 y 60.8%, en tanto para las semillas enteras                  
esta variable fluctuó entre 9.4 y 15.9%.  
Producción de gas y de metano 
En los experimentos in vitro la P​gas y la P​CH4 está directamente relacionada con la digestibilidad del                 
sustrato y ésta a su vez con el perfil nutricional del sustrato incubado. En el presente estudio a las 18                    
horas, las mezclas con el mayor nivel de inclusión de OU registraron mayor P​gas y P​CH4 (por g FDN​d​)                   
(Tablas 4 y 5), lo cual obedece a la menor DFDN (Tabla 3), consecuencia del mayor contenido de TN                   
y lignina. Ahora, la PC y el OU tienen una concentración de TN similar (Tabla 1), si bien, la PC no                     
alcanzó a generar un efecto deletéreo sobre la DFDN como el OU. Esto puede explicarse por la menor                  
 concentración de lignina en el recurso y porque las mezclas con el mayor nivel de inclusión de PC vs.                   
OU presentaron una menor relación FDN/CNE (2.6/1 vs. 3.5/1). 
Cuando se compararon las diferentes mezclas al mismo nivel de inclusión de recurso arbóreo o               
agroindustrial (25%), nuevamente la P​gas y la P​CH4 (por g FDN​d​) (Tablas 4 y 5) fue superior para los                   
recursos MAT, OU y PC, que mostraron menor DFDN respecto la SA (Tabla 3). De acuerdo con                 
McGinn et al (2004), la P​CH4 ​obedece principalmente a la degradación de los carbohidratos presentes               
en los alimentos. Esto fue confirmado experimentalmente por Santoso et al (2007), quienes             
encontraron una relación positiva entre la producción de CH​4 y la FDN digerida (R​
2​=88.4%, p<0.001).               
Partiendo del concepto que la P​CH4 es, principalmente, una función de la cantidad de pared celular                
digerida, y que las mezclas que registraron mayor producción del gas por g de FDN​d (Tabla 4) fueron                  
las que registraron menor DFDN (Tabla 3), es posible proponer que la mayor concentración de grasa                
en el tratamiento de 25% de inclusión de SA (6.0% vs. 2.2% en promedio para los restantes                 
tratamientos) (Tabla 2) hubiese ayudado a reducir la P​CH4​, bien por la captación de iones H​2                
(biohidrogenación de ácidos grasos insaturados) o por incrementar la proporción de propionato a             
expensas de acetato o butirato. Este último mecanismo no fue evidenciado a partir de los datos                
experimentales (Tabla 7). 
 
El hecho de encontrar diferencias estadísticas en P​gas y P​CH4 ​por g FDN​d y no por g de MS​d ​(Tablas 4 y                      
5) resalta la importancia de analizar la DFDN en los estudios in vitro. Teniendo en cuenta                
consideraciones ambientales y de eficiencia microbiana, se espera una menor P​gas y P​CH4 por g de                
sustrato degradado. La eficiencia microbiana aumenta cuando una mayor proporción de la energía             
contenida en el sustrato degradado es fijada en las células y, por lo tanto, no se refleja en la                   
producción de AGV y de CH​4 (Van Soest et al 1992). Desde este punto de vista, el tratamiento con                   
inclusión de SA al 25% registró mayor eficiencia microbiana en la utilización del sustrato, respecto               
los tratamientos con MAT, OU y PC. 
 
La P​CH4 expresada como porcentaje de la EB​i se encuentra próxima al límite inferior del rango descrito                 
por Johnson y Johnson (1995), entre 2 a 12% (Tabla 6). Las únicas diferencias estadísticas               
encontradas (al 15 y 25% de inclusión, 30 horas de incubación) es consistente con la mayor DMS del                  
MAT vs. el OU y SA en el mismo horario y niveles de inclusión (Tabla 3). La expresión como                   
porcentaje de la ED​i​ (Tabla 6) estuvo dentro del rango sugerido por Van Soest (1994), entre 5 y 12%. 
 
Desde el punto de vista fermentativo, la reducción en la emisión de CH​4 se asocia con aumento de la                   
producción de ácido propiónico y disminución en la relación acetato:propionato (Williams et al 2011).              
La fermentación propiónica utiliza H​2 ​libres impidiendo la formación de CH​4​, ​a diferencia de la               
fermentación acética y butírica que producen más H​2. ​Como se muestra en la Tabla 7, el perfil de                  
fermentación no correspondió con los datos de P​CH4​, ya que la mezcla con SA al 25%, que fue la que                    
generó menor CH​4​/g FDN​d ​(Tabla 5), no registró los cambios mencionados. Igualmente, las             
diferencias estadísticas en el perfil de fermentación entre algunas mezclas incluyendo 5% de recurso              
forrajero o agroindustrial (Tabla 7) no se asociaron con la variable P​CH4 ​(Tabla 5), que fue                
estadísticamente igual (p>0.05) entre todos los tratamientos al mismo nivel de inclusión. La falta de               
diferencia estadística puede explicarse por la variabilidad asociada con la respuesta y, desde el punto               
de vista biológico, por la ausencia de diferencias contrastantes en la composición química del sustrato               
incubado (Tabla 1). 
 
 Conclusión 
Los resultados encontrados permiten concluir que la inclusión de SA y en menor medida, de MAT (al                 
15 y 25%) mejora la DMS y la DFDN. Este efecto es explicado por el aumento en la concentración de                    
PB, que genera un efecto asociativo positivo para la degradación de los carbohidratos fibrosos. La               
mezcla con SA adicionalmente aumenta la concentración de grasa, lo que finalmente se traduce en               
menor P​CH4​/g FDN​d​. El OU y, en menor extensión la PC, son los recursos con menor potencial                 
antimetanogénico, consecuencia de su menor degradabilidad, bien por su mayor contenido de taninos             
y, en el caso del OU,  por el superior contenido de lignina. 
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